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　みその中lg含まれる種々の乳酸をはじめとした有機酸は調味食品としてのみその香味に密接な関
連を有している。即ち，酸味，塩なれ，緩衝能，酸臭などに影響をおよぼしている。
　みそに含まれる有機酸の組成1・　2）についてはすでに詳しく検討されているが，その生成機構にっ
いての検討は少ない。乳酸にっいてのPediococc2tS　haloPhilusa　4），クエン酸，リンゴ酸にっいての
AsPergillus　orygae5・6）などのほかはほとんど推定の域を出ないといってよい。
　本報においてはこれらのみそにおける極々の有機酸生成機構を解析するため，みそ醸造に関連す
る主要微生物3・　4・　7・　8・　9）と乳酸を中心とした不揮発性酸の生酸性に及ぼす炭素源及び食塩の影響につ
いて検討したのでその概要を報告する。
?
験
?
法
｛1｝供　試菌　株
　　　　　oMicrococc2tS　varians　Mc－：i2810）
　　　　　。Ped「iOCOCCIts　l吃alOl）hil1‘s　Pe　141D
　　　　　。　BacillttS　SZtbt　ilis　A－2ve｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　。Sacclzaromptces　2’elcxti　Y　’71．213｝
　｛2｝培地の調製
　本間9）のデー’タを参考として第1表の組成のものを用いた。
　なお，炭素源としてはGlucose，原料大豆中にPeEtos飢が沁・なり多量14｝に含まれるのでX轟贈
を，また米麹，大豆中に遊離型15｝及び結合型として数％含まれるGlycer嘩を選んだe
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第1表培地組成（g／1）
培地Nα巨1司皿WvIl　w
「
Glucose 10 10 欄 一
Xylose 一 ??? 10 10
?? ??
Glycero1 扁 一 一 口 10 10
Polypeptoa＊10 10 ユ0 10 10 10
Yeast　extract＊＊4 4 4 4 4 4
KH2　PO4 2 2 2 2 2 2
MgSO4・7H200．5 0．5 0．5 0．50．5
P00
0．5
NaC1 5 100 ? 100
＊・＊＊大五栄餐化学製　細菌培獲差用
pH7・・…・・晋、灘∫譜錯8　P＾励撫P・・4
pH　5．0……S．　rOtexii　Y　712用
　　調　　製　　法
（i）Polypepton，　Yeast　extract中すでに有
　　機酸が認められるので予めPolypepton，
　　Yeast　extract水溶液をH2SO4でpH2．0
　　とし，116時聞工一テル抽出して有機酸
　　除去後Ba（OH）2粉末で中和，遠心分離
　　し・pH調製後SEITZのブイルターで除
　　菌した。
（ii）　炭素源，無機塩，および食塩の混合溶
　　液を調製し，pHを修正した後120℃，10
　　分間殺菌した。
　　（i），（ii）で調製した溶液を合わせて100
　フnlとセ20伽1の三角フラスコに分注し使
　用した。
　〔3｝培　　　　養
　　。前　　培　　養
pH7・・およびpH5・・醐製した馳（1）を・・me・D遠沈管に5・me分注し，・2・℃，、。分間殺菌後各
齢1白餌づっ撫（ただしS・・1’・uxii　Y　712　V＊　pH　5．　0の培地使用）30℃で3醐蔽した。
　　。本　　培　　養
前培穂体を3・50・r・P・mで5分間遠’b分離後2回e．・S％殺菌館水で灘，再び籍し各菌体を
0・5％糖館水4疏溶解し・糖ピペットでO．・S・eづっ・OO・eの培地1～脈麗（ただしS．
「ouxii　Y　712はpH　5・0の培地使用）30℃で各々つぎの期間培養した。
　　　　　　　M．　varians　Mc－128　　　　・　25日間
　　　　　　　Pc．　lzaloφhilZts　Pe　14　　　　　　　　　21日間
　　　　　　　B・　subtilis　A－2　　　　　　　　　　　　15日間
　　　　　　　S・r・uxii　Y　712　　　　　　　15日間
　〔4｝培養液消費糖量の測定
各々の輔畷後・培撒LL皿・NのGlu・・se及び恥e量はPh・n・1－H，SQ、法・6・，培
撒VMのGlycer・1齢過沃素酸酸化一如モト・」プ酸比色法・”弄こより測定し洛培轍のコ
ントロール（無接極培地糖量）から差引いたものを消費糖量とした。
　なlb’　pHの測定は培養液にっいて直接pHメーター（臼立堀場製）で測定した。
　㈲　不揮発性酸の抽出及び定量
　各菌株培￥E？a　SOndを10NH2SO4でpH2．0とし96時間工一テル抽出を行い，抽出物をロ＿タリ＿
エパボレーターで灘濃縮懲麻発性酸を除去後あらためて1吻水にて一越としその＿部
をとってアルカリ滴定した。その結果を乳酸又はコハク酸として表示した。
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　またその一部をとってBARKER－SuMMERsoN法18｝で比色定量し真の乳酸量とした。
　さらにまたその一部について薄層クロマトグラフ（以下T．L．C）をおこなった。
　（6）不揮発性酸の定性
　アピセルSF（セルPt・・一ズ粉末，フナコシ薬品製）を使用した薄層クロマトグラフ（厚さ0．25％）
により不揮発性酸の定性的検討を行った。　　　　　　　　　　　　　　’
　　展　開　剤
　　　A．iso一アミルアルコール：5M　HcooH　＝＝　10：1㈹（lv／v）
　　　B・n一ブタノール・ベン惚酢醜水＝1：5：1：q・　521’（v／v）
　t呈色剤
　　　a．・アンモニア性硝酸銀溶液19｝
　1110N　AgNo3水溶液に1／10N　NH3を加えて行き1旦生じた沈澱物が溶けるまで1／10N　N且3を
加えて調製した。
　　　b．B．　C．　G20）
．Brom　Creso1　Green　40　mgを100meのエタノールに溶解後NaOHでpH13．　0に調製した。
　以上展開剤，呈色剤として二種類づっ使用し検討を加えたが，両呈色剤での結果に差がなかった
ので，データとしては主にアンモニア性硝酸銀の結果を示した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果及び考察
培地LL皿・N・VMで各々の齢を畿そq生育醸を観察しその結果を第2表iこ示
した。
　　　　　　　　　　　　　第2表各培地における生育の程度
各期間培養後，培養液のpH，糖消費量，不揮発性総酸量および乳酸量を測定し，その結果を第
3表に示した。
（註）iso一アミルアルコール：5M　HCOOH＝1：119》（v／v）は2層にわかれ不便であるのでそれを改良したもので
　　2層にわかれない。
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第3表炭素源の種類及び食塩濃度を異にする
培
組
地 培地No．
C 源
成 NaCユ（％）
M董crcorganism・
培養後培地pH消　費　糖量mg／d夏註ω
糖　消　費率　％L註｛2）
不揮発牲総酸mg／d繊（3）
乳　　　　酸　　　　mg／dl
乳　酸！総　酸％謎ω
Microorganism
????????????????
1 E
Glucose
・・51・・
皿lrv V
Xylose Glycerol
…51・・
n4icrococcus　varians　Mc－128
…51…’
　4．29
287．45
23．07
58．50
46．14
75．45
　3．78
406．　85
32、65
9ユ8
2．80
30．52
4．48
392．　85
32．50
3L59
6．11
19．33
　4．10
376．45
31．14
16．02
1．25
7，82
　4．29
277。70
27．09
24．75
9．01
36．40
　3。79
297．40
29．01
9．90
1．91
19．29
PαdiOCOCCttS　ltaloPliilus　Pe　14
　5．14
344．05
27．61
82．58
73．　64
89．23
　4．38
312．95
25．11
107。73
103．14
96。33
　5．16
189、　55
ユ5．68
43．　38
21．62
49．84
註1　初発糖量一残糖
註2　消費糖：｛IU初発糖量X100
　4．88
177．32
14．　67
29．00
15．90
54．　80
6．56
76．30
7．44
10．35
2．25
21．76
5．98
96．40
9．40
1．80
1．34
74．57
また講層ク゜マトグラフたよる不醗騰の定膿驕果聯・，第2図に示した．
鞭櫻讐欝の潮ク・マ
　　　階醐酬‘壁竺竺
Oaセ　　　0000　00　　000000．　　　　　　’owo◎。o
q凸L　　工　1コ【πP7π　　工 工　1『γ▼r
．鯉　騰 D離脚貫
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第2図ｶ難欝の蒲ク・マ
　　　聯郡四幡　離脳駒甜醇
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c，　Ct　　　ユ　コ　ユ　ガ　r　　じ　　　r　r　n　ア　ア　rt
展開恥聖u？脇野A・°H・H・・（・
呈色剤：NH3・AgNO．・，薄層：セル戸一ズ末
Lac：Lactic　acid，　Suc：Succinic　acidα・1くG：
畿翻島轟艦艦裏翻・
整軽1、灘dacid・Cit・Cit・i・a・id・T・・1
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培地に於ける味噌主要発酵菌の生酸
培　地　No．
C　　　源
NaCl（％）
　　Microorganlsm
培養後培地pH？肖　　費　　糖　　量　mg／dl’St（i）
糖　消　費　率　％註②
不揮発性総酸mg／dl　er（s＞
乳　　　　酸　　　　mg！d1
乳　酸／総　酸％註ω
　　Micrcorganism
培養後培地pH消費糖　mg／dl
糖　消　費　率　％
不揮発性総酸mg／d1
乳酸mg／dl乳　　酸／総　　酸　％
・1五
　Glucose
α51・・
　7．97
1162．45
　93．　28
　17．46
　2．80
　16．05
　3．91
1201．05
　96．37
　13．51
　0
　0
　5．52
580．75
46．60
－14．49
　5．81
40。10
　4．40
1196．75
　96．03
　13．22
　0
　0
　皿　　　　　Iv
　　Xylose
・・51・・
Baci〃us　Sttbtilis　A－2
　8．10
1042．35
　86．23
　20．61
　1．18
　5．73
　6．21
128．75
10．65
　9．45
　3．60
38．10
Sac‘ゐaron；pt‘8∫プOttxii　Y　712
4．48
64．75
5．36
1．83
0．30
（16．25）
4．53
44．75
3．70
1．83
0
0
v　l VI
GlyceroI
α5i 10
8，411 5．40
1014．00 370．50
98．93 36．15
17．91 10．9S
0．63 3．74
3．52 34．05
4．57 4．10
117．50 122．50
11．46 11．95
2．01 1．48
0 0
0 0
註3　S．　rOttxii　Y　712のみコハク酸として表示他は乳酸として表示した。
註4　乳酸／不揮発性総酸x100
　　　1．A／licrococcus　variaizs　Mc－128の生酸性
　培養過程において菌接種時のpHが7．0であるから，かなりの降下がみられる。
　糖の消費はGlucose，　Xylose，　Glycerolの三者とも30％近く行われ，食塩の影響もあまりみられず
生育の程度もほぼ同程度であった。
　しかしながら生成不揮発性総酸及び乳酸は食塩の影響を大きくうけ，商濃度（10％）食塩存在下
では生酸性がおさえられている。糖の消費が同程度にもかかわらず生酸性がおさえられるのは揮発
性酸あるいはアルコールの増加の割合が増すからかと考えられるが更に検討を必要とする。
　乳酸生成の割合は0．5％食塩下でGlucoseを基質にした場合もっとも高い。又XyloseやGlycerol
からの生酸性もみられるが，Xy1（mseからの乳酸生成の割合はもっとも低い。このことはT・L・C
の結果からもうかがわれる。T．　L．　Cの結果によればGlucose，　Glycero1を基質にした場合，乳酸・
ピログルタミン酸，グライコール酸，コハク酸が認められ，Xyloseからは更にα一ケトグルタル酸
と推定されるスポットを認めた。他に2つの未知のスポットが認められるが確認していない。また
10％食塩下では炭素源にはあまり関係なく乳酸のかわりにコハク酸が増加している。
　　　2．Pediococcus　haloPhilus　Pe　14　の生酸性
　糖の消費はGlucoseがもっともよく行われXylose，　Glycerolの順で続き，生育程度も同じ傾向
を示した。Pediococcus　haloPltil2tsの生育限界pHは5．0～5．5といわれ，炭素源がGlucose，　Xylose
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の場合2、日間の膿でほぼ5．・まで降下したが，Glycer・1を炭素源にした場合あまりpHの降下は
みられず，糖消費，生育の面からも代謝されにくい炭素源と考えられる。
不醗性磁成｝こおよ附鮪の麗はXyl・se，　Glycer・1を炭素灘した場合みられ滴濃離
塩下で低v、値を示したが，轍生成の害U合は逆鵬くなってv・る・Glu・・seを炭素源にし湖合・
もっとも狐の不醗臆漣成されるが，・・嬢塩下の方が多くそのほとんど大9K分が乳酸であ
る。
　T．L．Cの詰果からも乳酸の生成量が多いことがわかり，乳酸の他にピPグルタミン酸　コハク
酸を認め，Xy1。、eを炭素灘し湖合，更｝こグライコール酸のスポットが認められた・他に2つ
の未知のスポットが認められるが確認していない。
　　　3．Bacill2es　SZtbtilis　A・－2　の生酸性
低譲（。．5％）餓下ではかなりのpH上昇がみられるが・これはアyeニアの生藤よるもの
と考えられる．ま嫡澱（・・％）館下に比べてづヒ常に鰍臭が強く・掛赤艶系のカ’なりの
色素の生成もみられた。
糖の瀬に関しても炭素源燗｛系なく・．5％餓下では9・～…％近く蔽され・形態的にも蔽
液面にかなり厚い菌膜を形成した。
この反面、。％簸下では糖の澱も・・～4・％近くに減少し・篠の生成や鰍臭もあまり認めら
れなかった。このことは味噌熟成過程（高濃度食塩存在下）に於いてBacill2ts　subtilisは塩なれ，
旨味生成湘織の軟化，ある繊の聴臭付与22・に鵬こそすれ・あまり悪影響を及ぼさないと言
われていることを裏づけている。
　しかしながら10％食塩下では糖の消費が低いにもかかわらず乳酸の生成割合が高い。このことは
出LCの結果ともよく一致し，　・．・5％kffi下では轍，グライコー・峨ピ・グルタミ職コノ’
ク酸のほか5～7個の未知のスポ。トカミ認められるが，1・％館下ではスポ・トの数轍り・乳酸・
グライコール酸，ピログルタミン酸，コハク酸と2つの未知酸の計6個のスポットが認められた。
　　　4．Sacchaγomyces　i’02txii　Y　712　の生酸性　　　　　　　c
糖の消費及び不揮発性酸の生rt」eeこ及ぼす館の影響はほとんどみら紘V・が炭素源の影響はかな
り大きv、．すなわち，Glu…eを炭素灘し湖合…％近く瀬され・不揮発｛轍の生成も商い
がXy1。se，　Glycer。1を躍蓉灘し湖合藷の消費は4～・2％近くに滅少し・蜻の繊も非常1こ
悪い。
　鍼不醗性酸の焔分を占めるのがコ・・嬢でピ・グルタミン酸と3～4個の未知のスポ・ト
耀められた．た巌素源としてXy1・se使用の場合…5％khi下でわずかなカsら轍が認められた・
　　なお，ピ。グルタミ熾の生成が齢炭素源，食麟隊関係なくすべてに認められることは・
培地組成のグルタミソ酸から由来するものと考えられる。
　　　　5．　生酸性に及ぽす食塩の影響
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　一般にMicrococcecs属は食塩耐性がないのでほとんど製麹中での有機酸生成に関与し，仕込みと
同時に死滅減少する23）といわれている。しかしながら本報では糖の消費，生育程度に及ぼす食塩の
影響がほとんど認められないことから生育に対する食塩耐性の問題だけでなく食塩はi147icrococcus
va・ians　M・－128の轍酸生成機構になんらかの影響を4えていると考えられ今後の検討購ちたマ
い。
　一方Pediococcus　haloPlzilus　Pe　14の乳酸生成に及ぼす食塩の影響がほとんど認められないことは，
Pc・　haloPhilusは一般にみそ醸造過程に於ける乳酸生成の主役であるa・4）といわれていることを裏
づけている。
　Bacillus　subtilis　A－2とM・　varians　Mc－128の乳酸生成を比較すると，食塩の添加によりまっ
たく反対の結果が認められた。すなわちB．　sz｛btilis　A－　2に於いては糖消費の割合に比べて乳酸生
成の割合がかなり高く，T・L・Cの結果からも生酸性に及ぼす食塩の影響は大きく，注目に価する。
　Saccharomyces　rouxii　Y　712では食塩の影響はほとんどみられない。　　　　　　　－
　　　6．生酸性に及ぽす炭素源の影響
　Micrococcus　variafzs　Mc－－128の生酸性は0．5％食塩下に於いてGIUcoseからもっとも多量の不揮
発性酸を生成し・XyloseやGlycerolからもかなりの生酸性がみられ，このことは製麹中Glycerol
からの不揮発性酸増加も考えられる。
　Pedioceccus　haloPhilus　Pe　14がXyloseを炭素源にしてかなりの乳酸を生成することを認めた。
したがってPentosanが大豆などにかなり存在するので味喰の巾ではXyloseからの乳酸の増加も
十分考えられる。
　またT・L・Cの結果からM．varians　Mc－128，　Pc．　haloPlzilus　Pe　14の両菌株間において炭素源
による生成有機酸組成の違いが認められ，XyloseからはGlucoseおよびGlycerolに比べてスポッ
トが1っ多く認められた。
要
?
　みそ発酵の主要菌である詔oプooooα‘5属，乳酸菌，枯草菌，酵母の生酸｛生，特に乳酸を中心とす
る不揮発性酸生成と食塩及び炭素源との関連をみた。
　　　1）　乳酸の生成に対する食塩の影響はかなり特異的で，丑4icrococcus　varians　Mc－128では高
濃度食塩下で乳酸生成の割合が減少するのに対して，PediOCOCCies　haloPhi，lus　Pe　14ではほとんど
影響なく・BacillitS　subtilis　A－　2では増加することを認めた。
　またB・　Sitbtilis　A－2は低濃度食塩下では高濃度食塩下に比しかなり多種類の有機酸を生成する
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ことを認めた。
　　　2）A4icrococcus　varians　Mc－128は低濃度食塩下ではXylose，　Glycerolを炭素源にした場合
もかなりの生酸性が認められた。
　Pediococcus　haloPliilus　Pe　14の乳酸生成量はGlucoseを炭素源にした場合非常に商く，また，
Xyloseからの乳酸生成量もかなり高いことを認めた。
　Saccharomyces　rouxii　Y　712の生酸性はGlucoseを炭素源にした場合かなりのコハク酸生成が認
られるが，Xylose，　Glycerolを炭素源にした場合はあまり生酸性はみられなかった。
　またBacillus　s2ebtilis　A・一　2の生酸性は炭素源の影響をほとんどうけないことがわかった。
　おわりにのぞみA4icrococccs　varians　Mc－128を分譲していただいた新潟県食品研究所今井誠一，
実験に協力していただいた本学，和田勇夫両氏に深く感謝致します。
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